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A afecção denominada icterícia epidêmica, causadas pelos vírus da 
Hepatite A (HAV) e Hepatite E (HEV), é conhecida desde tempos antigos. 
Contudo, faz pouco tempo que ocorreu progresso no conhecimento das causas e 
biologia dessa infecção que têm conquistado protagonismo quando comparada ao 
combate às infecções por hepatite B persistente e hepatite C. Recentemente, as 
mudanças do perfil socioeconômico, das condições sanitárias e de higiene de 
populações e a instituição de protocolo vacinal para controle da infecção pelo 
HAV em crianças têm provocação uma mudança no perfil epidemiológico da 
doença, que antes era mais “silenciosa”, passando a apresentar um maior número 
de adultos desenvolvendo formas mais severas dessa afecção. Essa revisão 
compila dados contidos em literatura no intuito de introduzir noções da infecção 
pelo vírus causador da doença hepática inflamatória aguda, de transmissão por 
via fecal-oral, abordando sua virologia molecular, patogenia, epidemiologia, 
características clínicas e estratégias de controle e prevenção. E evidencia a 
necessidade de obtenção de novos dados acerca do novo perfil clínico e 
epidemiológico, para auxiliar na adequação dos programas vacinais, no 
desenvolvimento de novas metodologias tanto para o controle, quanto para a 
identificação da doença. 
 




















Epidemic jaundice has been known since ancient times. However, progress 
in understanding these infections has for some time fallen into the background on 
the importance of combating persistent hepatitis B and hepatitis C infections. 
Recently, changes in socioeconomic profile, sanitary conditions and population 
hygiene, and institution of vaccines protocols for the control of HAV infection in 
children seem to have brought a change in the epidemiological profile of the 
previously silent disease, to present alarming number of adults developing more 
severe forms of HAV infection. This review compiles data contained in the 
literature in order to introduce notions of infection by the virus that causes acute 
inflammatory hepatic disease of the fecal-oral route, addressing its molecular 
virology, pathogenesis, epidemiology, clinical characteristics and strategies of 
control and prevention. And it shows the need to obtain new data about the new 
clinical and epidemiological profile, to assist in the adequacy of the vaccine 
programs, in the development of new methodologies for both the control and the 
identification of the disease. 
 




























1. INTRODUÇÃO  
  
Os surtos de hepatites,  epidemias ou pandemias ictéricas são descritos 
a séculos em literatura. Frequentemente associados a períodos de guerras e 
afetando milhares de indivíduos. (Reuben, 2002; Fonseca, 2010). No decorrer dos 
anos, a pesquisa e análise de diversos surtos, desde a forma de transmissão do 
agente, o período de incubação até a resolução do quadro, possibilitou a 
diferenciação dos agentes causadores de afecções hepáticas inflamatórias 
(Reuben, 2002; Fonseca, 2010).    
Há algum tempo que progresso no entendimento das infecções pelos 
vírus da hepatite A (HAV) e hepatite E (HEV) é deixado em segundo plano quanto 
à importância do combate às infecções por hepatite B persistente e hepatite 
C (Lemon & Walker, 2018). Recentemente, a utilização de vacinas para controle 
da infecção pelo HAV tem provocação uma mudança no perfil epidemiológico da 
doença, ocasionando a mudança da faixa etária acometida e resultando em 
adultos desenvolvendo formas mais severas dessa afecção (Lemon et al, 2018; 
Lemon & Walker, 2018).   
Essa revisão traz noções da infecção pelo picornavírus, 
 de transmissão por via fecal-oral, causador da doença hepática inflamatória aguda 
de tipo A abordando a virologia molecular, patogenia, epidemiologia, 
características clínicas, diagnóstico e estratégias de controle e prevenção.   
Trata-se, também, de um relatório referente à disciplina Estágio 
Curricular Obrigatório, última disciplina de caráter obrigatório do curso de 
Medicina Veterinária, cujo estágio foi realizado no Laboratório de 
Desenvolvimento Tecnológico em Virologia (LADTV), integrante do Instituto 
Oswaldo Cruz – (IOC/Fiocruz),  localizado na Avenida Brasil 4365, Manguinhos, 
Rio de Janeiro. 
 
2. REVISÃO DE LITERATURA.  
  
2.1. Introdução às Hepatites Virais   
 
As hepatites virais têm como causa diferentes vírus 
primariamente hepatotrópicos, porém com características - sendo elas 
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epidemiológicas clínicas e algumas outras – distintas (Reyes et al, 1990; Hollinger, 
1994; Alter, 2003; Fonseca, 2010).   
As hepatites virais aparecem ao longo da história da humanidade como 
relatos da ocorrência de icterícia entre a população mundial que veio a ser 
associada a agentes infecciosos. Estes foram, posteriormente, distinguidos 
quanto aos modos de transmissão, período de incubação, aspectos clínicos e 
outras características (Hollinger, 1994; Reuben, 2002; Fonseca, 2010).   
Dentre os agentes etiológicos das hepatites virais encontram-se cinco 
vírus hepatotrópicos primários (Quadro 1) designados Vírus da Hepatite A (HAV), 
Vírus da Hepatite B (HBV), Vírus da Hepatite C (HCV), Vírus da Hepatite D (HDV) 
e Vírus da Hepatite E (HEV) que são mais relevantes quando considerados 
aspectos clínicos e epidemiológicos (Blumberg, et al, 1965; Feinstone, 
1973; Rizzetto, 1977; Balayan, 1983; Reyes, 1990; Brasil, 2007; Fonseca, 2010).  
 
 Quadro 1 – Anos das primeiras descrições em literatura dos agentes etiológicos das 
hepatites virais.  
Ano de descrição Patógeno 
1965 Antígeno Austrália1 
1973 Visualização das partículas virais do HAV 
1977 Complexo Imune – Ag/Ac Delta2 
1989 Hepatite C – HCV 
1990 Clonagem e descrição da infecção do HEV 
1994-2001 HGV, Yonban, Sanban, outros3. 
 
1 
Posteriormente definido como antígeno de superfície do vírus da hepatite B. 
2
 Ocorrência concomitante com o HBV, somente em 1983 foi reconhecido como um novo agente patogênico 
e denominado Vírus da Hepatite Delta. 
3
 Vírus supostamente capazes de causar hepatite, mas ainda sem comprovação científica da sua 
participação na patologia ou descartados como  agentes etiológicos das hepatites virais. 
 
Existem outros vírus supostamente capazes de causar hepatite (Vírus 
da Hepatite G - HGV, vírus Sanban, vírus Yonban dentre outros) (Simons et al, 
1995; Linnen et al, 1996; Nishizawa et al, 1997, Yeh et al, 2002), no entanto seu 
impacto clínico e epidemiológico é menor, seu envolvimento com as hepatites e 
se há tropismo pelo fígado ainda estão sob investigação, mas até o momento não 
há evidências da sua implicação na patogenia de hepatites não A - não E (Brasil, 
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2007; Fonseca, 2010). Para o HGV, já foi demonstrado que o agente não se 
replica no fígado, não possui tropismo pelo mesmo e não se correlaciona à 
doença hepática (Pessoa et al, 1998).   
As hepatites virais são dispostas, quanto à forma de transmissão, em 
dois grupos: o de transmissão percutânea ou parental (HBV, HCV, HDV) e o de 
transmissão fecal-oral (HAV, HEV) (Reuben, 2002; Hollinger, 1994; Brasil, 2007, 
Fonseca, 2010).  
    
2.2. Hepatites Virais de Transmissão entérica  
 
O grupo de hepatites virais com transmissão fecal-oral está 
intimamente ligado às condições básicas de saneamento, 
higiene, desenvolvimento socioeconômico e à qualidade de água e alimentos de 
uma população (Brasil, 2007; Vitral & Oliveira, 2013). Sua presença é descrita em 
diversos momentos da história mundial, supõe-se que o agente responsável pelo 
que hoje é conhecido como hepatite A, por exemplo, aparece frequentemente em 
períodos de guerras e locais com condições sanitárias precárias (Reuben, 2002).  
Trabalhos como a designação dos termos hepatite A e hepatite B, 
diferenciando as formas de transmissão fecal-oral e transmissão parenteral, 
por MacCallum em 1947 (Fonseca, 2010); a distinção e estudo da cepa MS-1, de 
transmissão primordialmente fecal-oral, por Krugman et al (1967); a sugestão da 
possível etiologia da hepatite A, através da visualização de partículas virais 
esféricas (27nm) nas fezes de pacientes portadores de uma suposta hepatite 
infecciosa em fase aguda e demonstração da resposta sorológica desses 
pacientes a este antígeno, por Feinstone et al (1973); e a observação de 
partículas similares, em tamanho e morfologia, às descritas por Feinstone em 
primatas por Gravelle et al (1975); culminaram na definição das características 
epidemiológicas da hepatite A. A clonagem molecular e sequenciamento do 
genoma viral ocorreram cerca de uma década após o descobrimento desse 
agente patogênico (Ticehurst et al, 1983), tratando-se do primeiro passo para a 
composição de vacinas efetivas contra o agente.  
Dentre os diversos estudos e experimentos que levaram ao 
conhecimento dos cinco vírus hepatotrópicos primários: Vírus da Hepatite B em 
1965; Vírus da Hepatite Delta em 1983; Vírus da Hepatite C em 1989 (Blumberg 
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et al, 1965; 1967; Rizzetto et al, 1977; Cho et al o, 1989; Rizzetto, 1990) , a 
identificação do Vírus da Hepatite E (HEV) só  ocorre em 1990 através da 
clonagem molecular e transmissão do agente em macacos (Reyes et al, 1990).  
Desde a década de cinquenta tinha-se conhecimento de uma forma de 
hepatite não-A e não-B, com transmissão entérica que foi associada ao consumo 
de água imprópria, em contato com esgoto. As características clínicas e 
epidemiológicas dessa infecção a diferenciavam de outra forma de hepatite com 
transmissão entérica que passaria a ser conhecida como hepatite A (Mushahwar, 
2008). Surtos com um curso característico da infecção pelo HEV são presentes 
ao longo da história, mas a associação destes com o patógeno em questão só se 
deu anos após a ocorrência dos mesmos (Balayan et al, 1983; Mushahwar, 
2008).  O conhecimento genômico do HEV e seus mecanismos de expressão são 
descritos a partir de 1991-1992 (Mushahwar, 2008), e literatura posterior passa a 
apontar sua participação na ocorrência da forma crônica da hepatite (Aggarwal, 
2008).  
 
2.3. Vírus da Hepatite A  
 
O HAV tem sua transmissão primária por via entérica e é capaz de 
causar grandes surtos ao se associar à água e/ou alimentos contaminados. Sua 
ocorrência é mundial e é considerada a causa mais comum de hepatite viral 
aguda em muitos países (Vitral & Oliveira, 2013; Pinto et al, 2017).  
O HAV, atualmente, se encontra presente na lista de zoonoses 
transmitidas por primatas não humanos (Andrade et al., 2002; Brasil, 2014). 
Estudos recentes demonstram seu caráter zoonótico, uma vez que, o vírus pode 
desenvolver infecções subclínicas em primatas não humanos - 
como Callithrix jacchus, Saimiri sciureus, Macaca fascicularis, dentre outras 
espécies - e ser transmitido para humanos (Pinto et al, 2002; Amado et al, 
2010; Bottino, 2015).   
  
2.3.1. Virologia molecular do vírus da hepatite A 
 
Componente da família Picornaviridae, o HAV é o único membro do 
gênero Hepatovirus (Gaspar et al, 2013; Lemon, 2018). Como outros membros da 
família, não possui envelope lipídico e seu genoma é revestido pelas proteínas 
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estruturais VP1, VP2 e VP3, o polipeptídeo VP4 ainda não foi demonstrado 
(Pinto et al, 2017). Outras diferenças do HAV quanto aos Picornaviridae são a 
estabilidade da partícula viral, o tropismo por hepatócitos, o ciclo replicativo que é 
lento e não citopático, além de, diferentemente dos outros picornavírus, o HAV é 
incapaz de suprimir a síntese de macromoléculas da célula hospedeira (Gaspar et 
al, 2013).  
Seu genoma é formado por uma fita simples de RNA, polaridade 
positiva, de aproximadamente 7,5 kilobases (kb). O genoma contém uma única 
fase de leitura aberta (ORF) cercada por regiões não traduzidas (NT) (Cohen et 
al, 1987).  
A ORF é traduzida em uma poliproteína única de cerca de 2.225 – 
2.227 aminoácidos e é dividida em três segmentos (P1, P2 e P3). O segmento P1, 
ou terço aminoterminal da ORF, codifica as proteínas estruturais do capsídeo viral 
(VP1, VP2 e VP3). Os segmentos P2 e P3 codificam proteínas necessárias à 
replicação do HAV (2B, 2C, 3A, 3B, 3Cpro e 3Dpol) como demonstrado na Figura 




Figura 1: Mapa genético do HAV. Genoma formado por uma fita simples de RNA 
polaridade positiva e revestido por capsídeo. Poliproteína única formada por cerca de 2.225 - 
2.227 aminoácidos, dividida em três segmentos: P1 codifica as proteínas estruturais que compõem 
o capsídeo (VP1, VP2 e VP3), P2 e P3 codificam proteínas necessárias para a replicação do vírus 
(2B, 2C, 3A, 3B, 3Cpro e 3Dpol). Presença do complexo VP1/2A que é um intermediário fundamental 
para a morfogênese do vírion.  
Fonte: HTTP://viralzone.expasy.org/resources/Hepatovirus_genome.jpg 
 
A protease 3Cpro exerce atividade durante o ciclo proteolítico 
da poliproteína, cliva a junção 2A/2B gerando a proteína VP3 e 
dois precursores de proteínas de capsídeo VP0 (VP4-VP2) e VP1/2A (Figura 1) 
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(Anderson & Ross, 1990; Martin & Lemon, 2006; Gaspar et al, 2013). O complexo 
VP1/2A é um intermediário fundamental para a morfogênese do vírion (Cohen et 
al, 2002; Martin & Lemon, 2006), sua clivagem resulta da ação de uma protease 
desconhecida e a proteína 2A madura não foi identificada em células diretamente 
infectadas (Martin et al, 1999; Graff et al, 1999; Martin & Lemon, 2006; Gaspar et 
al, 2013).   
A proteína 3A parece participar na interação vírus-célula. A proteína 
3B (ou VPg) se encontra ligada covalentemente à porção 5’ do RNA e 
provavelmente age, no HAV, como uma proteína iniciadora (primer) durante 
a síntese de RNA (Figura 1), semelhantemente a uma variedade de famílias: 
Picornaviridae e Caliciviridae, por exemplo (Gaspar et al, 2013).  
A primeira etapa de replicação do genoma, após a descapsidação do 
RNA é a síntese da poliproteína que é direcionada pelo Sítio Interno de Entrada 
no Ribossoma (IRES) (Figura 2). Esse sítio, no HAV, é ineficiente, ou seja, possui 
muito baixa atividade de tradução quando comparado a outros picornavírus. É 
provável que essa ineficiência contribua para uma replicação lenta e 
não citolítica (Whetter et al, 1994; Gaspar et al, 2013; Pinto et al, 2017).   
Na replicação genômica, o HAV sintetiza uma cópia de RNA 
complementar (polaridade negativa) que serve de molde para a síntese de fitas de 
polaridade positiva, esse processo ocorre dentro do retículo endoplasmático liso 
usando as proteínas não estruturais como catalizadoras (Figura 2). As novas 
moléculas de RNA têm três possíveis destinos: serem traduzidas em proteínas 
virais; servir de molde para moléculas polaridade negativa ou serem embrulhadas 




Figura 2: Visão molecular do ciclo de vida do HAV; (a) o vírus entra no hepatócito por 
meio de interação com receptor celular ainda não descrito ao certo; (b) ocorre a descapsidação da 
partícula viral e liberação da fita de RNA (+); (c) o IRES no segmento 5’NT do genoma media a 
tradução da poliproteína; (d) a poliproteína passa pelo ciclo proteolítico direcionada pela protease 
3C
pro
; (e) proteínas não estruturais se unem em uma RNA replicase ligada à membrana, liga a 
porção 3’ do genoma e inicia a síntese de uma cópia de RNA complementar; (f) a fita polaridade 
negativa e usada como molde para a síntese de múltiplas cópias das fitas de RNA (+); (g) algumas 
das fitas de RNA polaridade positiva são reutilizadas para síntese de mais RNA ou tradução; (h) 
outras moléculas de polaridade positiva são empacotadas formando novas partículas virais; (i) 
novas partículas de HAV são secretadas pela célula através da membrana do hepatócito para os 
canalículos biliares, dos quais passarão para a bile e posteriormente intestino. Fonte: Adaptado de 
Martin & Lemon, 2006). 
 
A última etapa de replicação é a montagem da partícula viral. 
O capsídeo é formado por 60 cópias de cada proteína estrutural (VP1, VP2 e 
VP3) e assume um formato icosaédrico - Figura 3 (Martin & Lemon, 2006; 




Figura 3: Partícula viral do HAV. Capsídeo icosaédrico, composto por 60 cópias de 
cada proteína estrutural (VP1, VP2 e VP3), a ação da proteína VP4 ainda não é demonstrada no 




A utilização de sequências de diferentes regiões do genoma para análise 
de isolados de HAV de diversas partes do mundo permite a demonstração e 
classificação da grande variabilidade genética entre as cepas desse agente. Por 
meio dos achados de Robertson et al (1992) somados aos de Costa-Mattiolo et 
al (2002) e posteriormente confirmados por Lu et al (2004) obtém-se a 
classificação atual do Vírus da Hepatite A em três genótipos de origem humana 
(I, II, e III) e três genótipos de origem símia (VI, V e VI), totalizando seis genótipos 
do HAV (Robertson et al, 1992; Costa-Mattioli et al 2002 e 2004; Lu et al, 2004; 
Gaspar, 2013; Pinto et al, 2017).  
A distribuição geográfica do HAV varia. O genótipo I é distribuído por todo 
o globo, sendo o subgenótipo IA predominante (Robertson et al, 1992; Cristina & 
Costa-Mattioli, 2007; Gaspar et al, 2013; Pinto et al, 2017). Na América do Norte, 
China, Japão e diversos países da Europa, os mais frequentes são 
os subgenótipos IA e IB. Com exceção do Brasil, na América do Sul 
circula apenas o IA (Cristina & Costa-Mattioli, 2007; Pinto et al, 2017). Algumas 
regiões apresentam cocirculação de subgenótipos, como a França com os tipos 
IA e IB, a Índia com IA e IIIA e as regiões Brasileiras de Rio de Janeiro, Goiás, 
Amazonas e Pernambuco com a circulação dos subgenótipos IA e IB, nas demais 
regiões do Brasil há o predomínio do subgenótipo IA (de Paula et al, 2002; Villar 
et al, 2006; de Paula et al, 2006; Cristina & Costa-Mattioli, 2007; Fiaccadori et al, 
2008; Gaspar et al, 2013; Pinto et al, 2017).  
 
2.3.2. Patogenia  
 
O HAV geralmente é adquirido pela ingestão de partículas virais. Por 
se tratar de uma molécula consideravelmente estável no ambiente, o HAV possui 
um alto grau de resistência ao pH ácido do estômago, sendo capaz de atravessar 
o epitélio intestinal, chegar ao fígado, através do sistema porta, se replicar nos 
hepatócitos e então ser excretado, junto à bile, para o intestino (Lemon, 1985; 
Zuckerman, 1988; Asher et al, 1995; Focaccia et al, 2013; Pinto et al, 2017).   
Até então, a patologia causada pelo HAV é praticamente restrita 
ao fígado e os sítios de replicação extra-hepáticos ainda não são bem definidos, 
no entanto, há estudos com modelos animais que sugerem outros locais para 
possível replicação viral, tais como células da orofaringe, criptas intestinais e 
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lâmina própria do intestino (Mathiesen et al, 1980; Krawezynski et al, 1981; Blank 
et al, 2000; Pinto et al, 2017).   
A idade é um fator de extrema importância no quadro clínico do 
paciente com HAV, pacientes mais jovens tendem a desenvolver um quadro 
poucos sinais clínicos ou totalmente assintomático, enquanto pacientes que 
adquirem a infecção em idade mais avançada apresentam uma evolução 
sintomática e mais grave. Ainda não é estabelecido um motivo para tal 
(Focaccia et al, 2013).  
O período de incubação geralmente dura entre duas e sete semanas, 
apresentando o pico virêmico e eliminação fecal do vírus cerca de duas semanas 
antes do aparecimento dos sintomas (da Silva et al, 2015). Devido ao 
acontecimento do pico de viremia antes do surgimento dos sintomas, a 
transmissão parental do HAV, por transfusão de sangue total ou 
seus componentes, tem sido descrita, esporadicamente, desde a década de 70 
(Meyers et al, 1974; Skidmore et al, 1982; Hughes et al, 2014; da Silva et al, 
2015).    
Estudo experimentais demonstram o desenvolvimento de viremia de 
uma a duas semanas após a inoculação em primatas não-humanos (PNH); 
a soroinfectividade cerca de três a quatro semanas antes do aparecimento da 
icterícia em humanos voluntariamente infectados; - em análise retrospectiva em 
soro estocado de pacientes infectados por HAV - refere um período de viremia de 
em média 95 dias (com variação entre 36 a 391 dias). A presença do RNA do 
HAV é descrita vários dias antes da detecção de anticorpos específicos (IgM) 
(Bower et al, 2000; Focaccia et al, 2013).  
As respostas humoral e celular geralmente são detectadas pouco antes 
da elevação das enzimas hepáticas. A presença de anticorpos neutralizantes, 
característica da resposta humoral, é identificada cinco dias após a instalação dos 
sintomas. Detecta-se primeiramente a imunoglobulina IgM (fase aguda) e em 
seguida a fração IgG (Bower et al, 2000; Focaccia et al, 2013).  
Diferentemente dos outros enterovírus, Picornaviridae, o HAV não 
causa dano citopático aparente (Gaspar et al, 2013; Focaccia et al, 2013). A 
lesão aos hepatócitos não é resultado direto da ação viral, mas secundária ao 
mecanismo imunológico do hospedeiro. A destruição de hepatócitos infectados e 
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dano hepatocelular são mediados pelos antígenos leucocitários humanos (HLA) - 
HAV específicos, linfócitos T-CD8 e células Natural killers (NK), alguns estudos 
sugerem também, o envolvimento de complexos imunes na patogênese do HAV 
(Vento et al, 1991; Tsai et al, 1996; Focaccia et al, 2013).  
Considera-se então, a infecção por HAV como um processo bifásico 
onde, na fase aguda o vírus se replica no citoplasma da célula hospedeira 
(hepatócito) e não causa prejuízo aparente (não citopático) e numa segunda 
fase, citopática, causa dano hepatocelular (infiltração portal, necrose, erosão da 
placa limitante) cuja extensão depende da reação imune do hospedeiro 
(Slusarcczyk et al, 1984; Zuckerman, 1988; Focaccia et al, 2013).  
 
 
 2.3.3. Epidemiologia  
 
 A infecção pelo HAV tem distribuição mundial e é considerada, 
em muitos países, a causa mais comum de hepatite viral aguda (Vitral & Oliveira, 
2013; Pinto et al, 2017). Estimam-se cerca de 1,5 milhões de 
casos clínicos notificados por ano (WHO, 2012), no entanto, esse número 
provavelmente está muito aquém da proporção real de incidência devido às 
limitações da obtenção de dados epidemiológicos sobre o HAV, como a 
subnotificação e ocorrência de casos assintomáticos (Vitral & Oliveira, 2013; 
Lemon et al, 2018).  
O nível de desenvolvimento socioeconômico, as condições básicas de 
saneamento, higiene, acesso a água potável e a qualidade dos alimentos são 
fatores decisivos na distribuição e prevalência dos casos de hepatite A. No geral, 
o aumento do nível socioeconômico, saneamento, qualidade da água e poder 
aquisitivo são inversamente proporcionais à incidência de infecções pelo HAV 
(Vitral & Oliveira, 2013; Lemon et al, 2018). 
O perfil epidemiológico do HAV em um país é definido por estudos 
de soroprevalência que medem a proporção de anticorpos específicos (anti-
HAV IgG) em amostras de soro dos indivíduos da população divididos em grupos 
etários. Sua endemicidade é classificada em baixa, intermediária e alta (Shouval, 
2010; Vitral & Oliveira, 2013; Lemon et al, 2018). Esses dados nos levam ao 
“paradoxo do risco de hepatite A”, no qual a interpretação da endemicidade e dos 
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mapas de risco diverge de outros vírus e levar a um entendimento errôneo do seu 
significado (Mohd Hanafiah et al, 2011; Lemon et al, 2018).   
A alta detecção de anticorpos anti-HAV IgG retrata uma 
alta endemicidade e consequentemente níveis altos de imunidade da população. 
Considera-se que em áreas com alta endemicidade a tendência é uma contração 
precoce na infecção, logo no início da infância, período em que o curso da doença 
é geralmente assintomático ou sem muitas manifestações clínicas. Logo, se tem 
uma população em que o impacto da doença é pouco significante e são poucos 
os adultos susceptíveis que escaparam a exposição ao HAV quando crianças. 
Enquanto que em regiões com baixa incidência de infecções por HAV, a 
idade média de contração do vírus aumenta. Menor é o número de 
indivíduos afetados na infância tornando tanto as crianças quanto os adultos 
susceptíveis à infecção (Vitral & Oliveira, 2013; Lemon et al, 2018). 
A partir de estudos de prevalência do HAV e análises de dados 
geográficos e epidemiológicos correlacionados ao perfil de desenvolvimento 
socioeconômico de diversos países e regiões, estimam-se os atuais padrões 
de endemicidade mundial para o HAV - Quadro 1 (Jaconsen & Wiersma, 
2010; Mortality GBD, 2013; Havelaar et al, 2015; Lemon et al, 2018).  
 
 
 Quadro 2 - Padrão de endemicidade pelo HAV estimado por revisão sistemática, de 
dados publicados, das taxas de prevalência da infecção por HAV de acordo com a idade em 21 
regiões do mundo como estabelecem as diretrizes de um estudo de análise global do impacto das 
doenças (Adaptado de Jacobsen & Wiersma, 2010).  
 
Padrão de endemicidade Região 
Alto1 África subsaariana, sul da Ásia. 
Intermediário2 
América do Sul3, Ásia, Leste Europeu, 
Oriente Médio. 
Baixo 
Oeste Europeu, Austrália, Nova 
Zelândia, América do Norte, Japão, 
República da Coreia, Singapura. 
1 
Regiões tradicionalmente endêmicas para HAV. 
2
 Países em desenvolvimento têm um aumento no número de susceptíveis devido às melhorias 
socioeconômicas. 
3
 Diminuição nas taxas de soroprevalência. 
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 A América do Sul, por exemplo, vem demonstrando uma mudança no 
perfil epidemiológico da hepatite A que decresce de uma 
alta endemicidade (Figura 4) para um padrão intermediário. Tal mudança ocorre 
em virtude das melhorias socioeconômicas e sanitárias que vem sendo 
implementadas. No entanto, a mudança do perfil pode vir a causar problemas 
devido ao atraso na exposição ao agente têm-se um maior número de adultos 
susceptíveis contraindo a doença que tem uma gravidade maior do que se fosse 
contraída na infância, aumentando o impacto da hepatite sobre indivíduos de 
idade mais avançada.  
 
 
Figura 4: Endemicidade estimada do HAV no mundo. Muito baixa: < 50% dos 
indivíduos imunes ao 30s anos; Baixa: ≥ 50% dos indivíduos imunes por volta dos 30 anos; 
Intermediária: ≥ 50% dos indivíduos imunes por volta dos 15 anos; Alta: ≥ 90% dos indivíduos 
imunes até os 10 anos. Fonte: Jacobsen & Wiersma, 2010. 
 
 
O Brasil tem passado por um importante processo de desenvolvimento 
econômico que propiciou melhorias nas condições de vida de diversos brasileiros. 
Trata-se de um país em desenvolvimento com alta prevalência de doenças de 
veiculação hídrica e alimentícia, devido ao problema de saneamento difundido em 
grande parte de seu território, no qual houve um aumento expressivo na 
proporção de municípios abrangidos pelo sistema de saneamento básico, como 
rede de distribuição de água e rede coletora de esgoto. No entanto, ainda 
persistem diferenças regionais gritando no que diz respeito ao saneamento, 
principalmente quanto à instalação da rede de esgoto e abastecimento de água 
(Barreto et al, 2011; Vitral & Oliveira, 2013).  
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Segundo dados disponibilizados pelo Ministério da Saúde, entre 1999 e 
2017 o Sistema de Informação de Agravos de Notificação (Sinan) teve a 
notificação de 587.821 casos confirmados de Hepatites Virais, dos quais 164.892 
(28%) referem a casos de hepatite A, sendo a região Nordeste a detentora da 
maior proporção das infecções pelo HAV (30,6%) como pode ser observado na 
Figura 5 (Brasil, 2018). 
 
 
Figura 5. Casos de hepatites virais notificados segundo as regiões. Brasil (1999 a 
2017). Fonte: Sinan/SVS/MS (HTTP://www.aids.gov.br/pt-br/pub/2018/boletim-epidemiologico-de-
hepatites-virais-2018). 
 
De 2007 a 2016 a taxa de incidência de hepatite A sofreu um importante 
declínio, com 85,7% de redução, passando de 7,1 casos para 1 caso a cada 




Figura 6. Incidência de hepatites virais segundo agente etiológico e ano de 
notificação. Brasil (2007 a 2017). Fonte: Sinan/SVS/MS (HTTP://www.aids.gov.br/pt-
br/pub/2018/boletim-epidemiologico-de-hepatites-virais-2018). 
 
As regiões Norte e Nordeste concentraram 56,2% dos casos de 
infecção por HAV confirmados no período de 1999 a 2017, enquanto as regiões 
Sudeste, Sul e Centro-Oeste compreendem 17,1%, 15,5% e 11,3% dos casos, 
respectivamente - Figura 7 (Brasil, 2018).  
 
 
Figura 7. Incidência de hepatite A segundo região de residência e ano de notificação. 
Brasil (2007 a 2017). Fonte: Sinan/SVS/MS (HTTP://www.aids.gov.br/pt-br/pub/2018/boletim-
epidemiologico-de-hepatites-virais-2018). 
 
 Até 2016 a incidência de hepatite A permaneceu mais alta na faixa 
etária de menores de 10 anos de idade, enquanto que no ano de 2017 a maior 




Figura 8. Incidência de hepatite A segundo faixa etária e ano de notificação. Brasil 
(2007 a 2017). Fonte: Sinan/SVS/MS (HTTP://www.aids.gov.br/pt-br/pub/2018/boletim-
epidemiologico-de-hepatites-virais-2018). 
 
Entre 2000 e 2016 foram relatados 1.110 óbitos dos quais 794 tiveram 
a hepatite A como causa básica e 316 como causa associada. Desde 2013 o 
coeficiente de mortalidade por hepatite A como causa básica tem aumentado na 
região Norte, enquanto que em todas as outras regiões do país se observa uma 
tendência de decréscimo – Figura 9. 
 
 Figura 9. Mortalidade por hepatite A como causa básica segundo região de 
residência e ano do óbito. Brasil (2006 a 2016). Fonte: Sinan/SVS/MS (HTTP://www.aids.gov.br/pt-
br/pub/2018/boletim-epidemiologico-de-hepatites-virais-2018). Nota: Representação gráfica 
suavizada do coeficiente de mortalidade. 
No ano de 2014 o Programa Nacional de Imunizações (PNI) incluiu no 
Calendário Nacional de Vacinação a vacina adsorvida de hepatite A (inativada). 
16 
 
Em 2017, o PNI alterou a faixa etária de 12 meses a um ano, 11 meses e 29 dias 
para de 15 meses a 4 anos, 11 meses e 29 dias (Brasil 2014; 2017). A vacina de 
hepatite A (HA) também é fornecida para alguns grupos de risco de infecção pelo 
HAV, como portadores de hepatopatias crônicas e pacientes em terapia 
imunossupressora para doenças oncológicas, pelo Centro de Referência para 
Imunobiológicos Especiais (CRIE) (Vitral & Oliveira, 2013). A vacina HA é 
altamente eficaz, possui baixa reatogenicidade e altas taxas de soroconversão. 
Países que adotaram o esquema de vacinação com HA apresentaram um 
controle da incidência da doença principalmente em creches e escolas (Brasil, 
2017). 
Segundo dados do Boletim Epidemiológico de Hepatites Virais – 2018, 
há um decréscimo na taxa de incidência de crianças menores de 10 anos de 
idade o que corrobora a eficiência da estratégia de introdução da vacina para o 
controle da infecção nessa faixa. Entretanto, tal medida muda o foco da infecção 
para outra faixa etária susceptível, adolescentes e jovens adultos, que ao se 
infectarem correm um risco maior de desenvolver uma infecção sintomática mais 
severa (Vitral & Oliveira, 2013; Brasil, 2018).     
 
2.3.4. Características clínicas  
 
  Infecções agudas por HAV causam um processo inflamatório agudo 
do fígado que, na maioria dos casos, cursa de forma assintomática e se resolve 
espontaneamente sem deixar sequelas (Lemon et al, 2018). 
Lemon et al (2018) divide as características clínicas em cinco grupos: 1 
– pacientes assintomáticos, geralmente crianças com menos de cinco anos de 
idade; 2 – pacientes sintomáticos com colúria (urina escurecida), acolia (fezes 
esbranquiçadas), acompanhadas ou seguidas por icterícia; 3 – hepatite 
colestásica com a icterícia e o prurido podendo persistir por semanas ou meses, 
febre, perda de peso, diarreia, elevação acentuada da bilirrubina sérica e 
fosfatase alcalina; 4 – infecção recorrente, reaparecimento dos marcadores 
clínicos, bioquímicos e virológicos após a resolução do quadro; 5 – hepatite 
fulminante, da qual o paciente pode se recuperar sozinho, mas frequentemente 
necessita de um transplante.  
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Quadro 3 – Características clínicas dos pacientes acometidos pelo HAV divididas em 
cinco grupos. Adaptado de Lemon et al 2018. 
Grupo Quadro Clínico 
I Pacientes assintomáticos1 
II Colúria acolia, icterícia2 
III 
Hepatite colestásica, icterícia, prurido, 
febre, enzimas 
IV Reincidência3 
V Hepatite fulminante. 
1 
Geralmente crianças com menos de cinco anos de idade. 
2
 Colúria se trata da urina enegrecida e acolica remete a fezes esbranquiçadas. 
3
 Reaparecimento dos marcadores após a resolução do quadro 
 
O curso clínico da doença é relacionado à idade do paciente, crianças 
muito novas, geralmente apresentam a forma assintomática da afecção, enquanto 
crianças mais velhas e adultos costumam apresentar a forma sintomática 
(Hollinger, 1996; Zamir et al, 2001; Lemon et al, 2018). A incidência de sintomas 
mais severos e óbitos é maior em pacientes de faixa etária mais elevada. 
Crianças de até seis meses não costumam apresentar sinais notáveis, são 
poucos os casos que desenvolvem icterícia. Adolescentes e jovens adultos 
manifestam os sintomas e a maioria dos casos se apresenta com icterícia (Lemon 
et al, 2018). 
A hepatite A é resolvida completamente em quase todos os casos, mas 
são descritos alguns casos de reincidência, onde o paciente tem um novo quadro 
clínico semanas após o primeiro, apresentando nova viremia, elevação das 
enzimas hepáticas. O HAV volta a ser detectado no sangue e eliminado nas 
fezes. A recuperação completa pode levar até seis meses (Glikson et al, 1992; 
Lemon et al, 2018). O HAV não costuma evoluir para uma afecção crônica, mas 
pode causar sintomas debilitantes, desenvolver uma insuficiência hepática aguda 
(hepatite fulminante) e, quando associado a outro vírus (outras hepatites virais, 
HIV, dengue) ou afecção hepática crônica, levar a uma falência hepática (Vento, 
2000; Lin et al, 2006; Radha Krishna et al, 2009; Lemon et al, 2018). 
No geral, um quadro de hepatite fulminante levar à morte é raro, mas 
os casos são associados à alta mortalidade, principalmente se não há 
possibilidade de um transplante (Lemon et al, 2018). Países como Argentina e 
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Brasil apresentam altos índices de associação da hepatite A com o 
desenvolvimento da hepatite fulminando em pacientes pediátricos (Ciocca et al, 
2007; Ferreira et al, 2008; Lemon et al, 2018). Em 2005 foi introduzido na 
Argentina o programa universal de imunização para hepatite A, desde então o 
número de casos de falência hepática fulminante reduziu de 54,6% para 27,7% no 
período após a instituição da imunização, sem relatos de ocorrência entre 2006 e 
2008 (Cervio et al, 2011; Lemon et al, 2018). No Brasil a vacina de hepatite A foi 
incluída no Calendário Nacional de Vacinação em 2014 e sofreu alterações em 




O diagnóstico da hepatite A aguda pode ser feito por teste sorológico, 
uma vez que os anticorpos anti-HAV IgM, IgG e IgA aparecem pouco antes ou 
durante o aparecimento dos sintomas. A imunoglobulina IgM pode ser detectada 
tanto em pacientes sintomáticos quanto assintomáticos. Em pacientes 
sintomáticos a presença de IgM ocorre entre 5 – 10 dias e persiste por cerca de 4 
meses, enquanto que os IgG aparecem simultaneamente, mas podem persistir 
por anos (Shouval, 2010; Lemon et al, 2018). O RNA do HAV pode ainda ser 
detectado por PCR ou sequenciamento em fezes ou outros fluidos corporais.  
 
 
2.3.6. Estratégias de controle e prevenção  
 
A proteção contra o HAV é possível através de: 
1- Condições sanitárias e higiene pessoal adequadas: o HAV é 
resistente ao congelamento, temperaturas moderadas e baixo pH e permanece 
persistente em fezes e no ambiente por longos períodos. Hábitos de higiene 
evitando ingestão de água ou alimentos contaminados e contato de pessoa-
pessoa são formas de controle da transmissão do HAV; 
2- Pré e pós exposição profilática a imunoglobulinas (IG): 
imunoglobulinas produzidas a partir de amostras de plasma humano têm sido 
utilizadas, por mais de 50 anos na profilaxia contra a infecção por HAV. A injeção 
de IG por via intra muscular (IM) é uma forma eficaz de profilaxia tem efeito horas 
após a aplicação e duração  de semanas dependendo da dose usada. A proteção 
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pós exposição também ocorre horas após a injeção e possui eficácia entre 80-
90% quando aplicada não mais do que 14 dias após a exposição ao patógeno 
(Liu et al, 2009; Lemon et al, 2018). A administração de IG protege o indivíduo do 
surgimento dos sintomas da infecção por HAV, mas pode não prevenir da 
infecção em si (Tejada-strop et al, 2017; Lemon et al, 2018). A coadministração 
de IG e vacinas pode levar à neutralização da resposta imune àquela vacina. A 
eficiência da pós exposição com vacinas inativadas, o alto custo da confecção de 
IG e o curto período de imunização levam as IG a cair no desuso (Walter et al, 
1999). 
3- Imunização ativa com vacinas: todas as vacinas são produzidas a 
partir de cepas adaptadas a culturas celulares de mamíferos, essa adaptação 
ocorre associada a pequenas mutações nas proteínas não estruturais e leva à 
atenuação da patogenicidade do vírus (Emerson et al, 2002; Lemon et al, 2018). 
Definem-se como proteção a HAV induzida por vacina a detecção de níveis de 
anti-HAV (IgG) entre 10 e 33 IU/mL (Lemon, 1993). Existem dois tipo de vacinas 
atualmente utilizadas pelo mundo: 
> As inativadas por formalina são usadas na maioria dos países, com 
exceção de uma, todas as outras contém hidróxido de alumínio como adjuvante; 
quando armazenadas adequadamente (2-8°C) têm validade de 18 a 36 meses 
dependendo do fabricante; são usadas em crianças de idade menor ou igual a 12 
meses e são injetadas por via IM respeitando um intervalo de, no mínimo, seis 
meses entre as doses; pode ser administrada junto a outras vacinas (Stalder et al, 
2010; WHO, 2012; Lemon et al, 2018). Existem também vacinas combinadas para 
hepatite A e hepatite B ou hepatite A e tifóide, disponíveis principalmente para 
viajantes (WHO, 2012; Shouval, 2010; Gilca et al, 2009; Lemon et al, 2018); 
> As vacinas atenuadas têm sido desenvolvidas na China, são 
utilizadas em estratégias de dose única e possuem validade de 18 meses 
(Shouval, 2010; WHO, 2012; Cui et al, 2014). Em 2007, foi introduzida na China a 
vacinação universal em massa (UMV) para crianças com 18 meses de idade, 
tendo metade delas recebido uma dose subcutânea (SC) da vacina atenuada e a 
outra metade, duas doses IM da vacina inativada, com intervalo de seis meses. 
Não houve relatos de reversão do vírus atenuado. Apesar de a vacina atenuada 
apresentar soroconversão mais lenta quando comparada à vacina inativada, 
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ambas as vacinas induzem proteção similar pelo mesmo período, cerca de oito 
anos (WHO, 2012; Cui et al, 2014; Lemon et al, 2018). 
 
2.3.6.1. Estratégias para profilaxia pré exposição 
 
 As estratégias para proteção do indivíduo anteriormente à exposição 
ao vírus são:  
i) Vacinação da população em risco: essa estratégia visa a proteção 
de indivíduos susceptíveis. Ainda é válida em áreas de endemicidade baixa ou 
extremamente alta, no entanto, por ter pouco impacto na imunidade de rebanho, 
não é tão eficaz em áreas em transição ou de endemicidade intermediária (Lemon 
et al, 2018);  
ii)  Vacinação regional em massa da população pediátrica em risco: a 
vacinação em massa de crianças susceptíveis leva a, comprovado, declínio da 
incidência de HAV. A eficiência dessa intervenção relatada em literatura levou à 
adoção do método em diversos países (Shouval, 2010; Zhou et al, 2014; Lemon 
et al, 2018). 
iii)  Vacinação universal em massa com protocolo vacinal de duas 
doses da vacina inativada: em 1999, Israel foi o primeiro país a instaurar a UMV 
em bebês de 18 meses de idade usando protocolo vacinal com duas doses IM da 
vacina inativada em um intervalo de seis meses. Com cobertura vacinal de 90% 
para a primeira dose e de 85% para a segunda, observa-se o decréscimo de 
casos, saindo de 33-70 casos/100.000 (1992-1998) para 2,5 casos/100.000 em 
2002. Dados de vigilância confirmam a estabilidade dessa redução por 16 anos 
após a UMV, passando de um padrão de endemicidade intermediário para baixo 
(Dagan et al, 2005; Chodick et al, 2008). Uma análise recente de dados acerca do 
impacto dos programas de vacinação em massa demonstra  uma evidente 
queda na incidência de hepatite A aguda após a introdução da UMV (Stuurman et 
al, 2017). 
iv)  Vacinação universal em massa com protocolo vacinal de uma dose 
de vacina inativada ou atenuada:estudos, em diferentes países, confirmam a 
eficiência a curto e médio prazo da imunização em dose única independente de 
ser a vacina inativada ou atenuada, ou do tipo do adjuvante (Song et al, 2015; 
Bhave et al, 2015; Vizzotti et al, 2015; Bohm et al, 2017; Zhang et al, 2017). 
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Entretanto, ainda são necessários dados quanto à ação em longo prazo da 
imunização em dose única, se confere uma imunidade longa ou se haverá 
necessidade de uma dose de reforço (Lemon et al, 2018).  
 
2.3.6.2. Estratégias para profilaxia pós exposição 
 
Até pouco tempo atrás a administração de IG era a forma 
recomendada de profilaxia pós exposição, contudo a diminuição dos títulos de 
anti-HAV (IgG) no plasma utilizado para o preparo de IG, a proteção de curta 
duração, o aumento do custo de produção levaram à busca por alternativas. 
Estudos experimentais sugerem a eficácia da vacina inativada na prevenção da 
infecção por HAV, quando aplicada em até 14 dias após a exposição (Werzberger 
et al, 1992; Robertson et al, 1994; D’Hondt et al, 1995; Levine et al, 2015).  Existe 
uma recomendação do Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) dos 
Estados Unidos para a utilização de vacinas inativadas ou invés de IG na 
profilaxia pós exposição em indivíduos de 2 a 40 anos de idade (MMWR, 2007). 
Embora ainda não hajam testes clínicos publicados, existe a sugestão de que o 
mesmo protocolo será eficiente também em indivíduos com idade superior a 41 
anos de idade (Nelson et al, 2014).  
 
  
3. RELATÓRIO DE ESTÁGIO  
  
3.1. Estágio Curricular Obrigatório  
 
A disciplina Estágio Curricular Obrigatório é a última disciplina, de 
caráter obrigatório, ofertada no décimo período, após a conclusão de todas as 
matérias obrigatórias que constituem o currículo do curso de Medicina Veterinária 
da Universidade de Brasília (UnB).  Este relatório tem como objetivo a descrição 
das atividades realizadas com mais frequência durante a realização do estágio 
supervisionado.  
O estágio ocorreu no período de agosto a novembro de 2018, 
totalizando 480 horas, sob a supervisão do Médico Veterinário Dr. Marcelo Alves 
Pinto, Pesquisador Titular em Saúde Pública e vice-diretor de ensino do IOC e da 





3.2. Apresentação e estrutura do local  
 
O LADTV é um laboratório destinado à pesquisa, desenvolvimento e 
aplicação de novas metodologias em diagnóstico das hepatites virais de 
transmissão entérica, com ênfase nos vírus das hepatites A e E, bem como o 
desenvolvimento de novas metodologias para análise e 
diagnose das hepatites. Suas atividades consistem no recebimento, 
processamento e diagnóstico de amostras ambientais ou clínicas com suspeita de 
contaminação por HAV ou HEV advindas de todo o território nacional.  
A equipe do LADTV é constituída por funcionários pesquisadores, 
alunos de pós-doutorado, doutorado, mestrado, iniciação científica e 
estagiários. O LADTV tem dentre suas linhas de pesquisa, concomitantemente à 
elaboração e aperfeiçoamento das metodologias voltadas às hepatites virais, o 
desenvolvimento de modelos experimentais de outras infecções virais, testes pré-
clínicos de drogas antivirais dentre outras tecnologias, projetos voltados ao estudo 
de patógenos como o parvovírus humano B19, coordenado pela Dra. Luciane 
Almeida Amado Leon, pesquisadora em Saúde Pública e chefe substituta do 
LADTV; o Hepacivírus equino (EqHV), o Pegivírus equino (EPgV), a diversidade 
genética do hepacivírus não primata equino (NPHV) no Brasil, coordenados pela 
Dra. Andreza Soriano Figueiredo, pesquisadora em Saúde Pública; e o 
acompanhamento da infecção por Zika vírus em modelo 
experimental Macaca mulatta, projeto atualmente sob a supervisão da Dra. 
Noemi Rovaris Gardinali.  
O laboratório é dividido de forma que as salas administrativas, lado 
“B”, não tenham contato com as salas destinadas à realização de 
procedimentos e análises, lado “C” (Figura 10). As salas de prefixo “C” têm 
acesso restrito a funcionários, estagiários e pessoas autorizadas. São divididas de 
acordo com sua função: extração de ácidos nucleicos, reagentes livres de ácidos 
nucleicos, análise de ácidos nucleicos, cultivo celular, imunopatologia, 
esterilização e descontaminação (Figura 10) e ficam dispostas seguindo um “fluxo 
de limpeza” de forma que os produtos de reações já realizadas não entrem em 
contato com a área de manipulação de reagentes, evitando também o contato 
entre diferentes patógenos.  
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Cada sala contem os equipamentos necessários para o 
desenvolvimento das atividades a ela atribuídas, bem como os equipamentos de 
proteção individual (EPIs) que são de uso obrigatório para os indivíduos que farão 
uso. Dentre os EPIs utilizados, os mais comuns e presentes em todas as salas, 
são jalecos e luvas para procedimentos. Algumas salas apresentam, também, 
óculos de proteção, máscaras e toucas, dependendo do patógeno ou reagente a 
ser manuseado.  
  
  
           Figura 10. Portas de acesso ao Laboratório de Virologia Comparada e 
Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico. Lado “C” (A). Placas indicativas do laboratório de 
Biologia Molecular para Extração de Ácidos Nucléicos (B) com a devida sinalização de “risco 
biológico” e “utilização obrigatória de EPIs”. Fonte: FIOCRUZ, Rio de Janeiro, 2018.    
 
 
3.3. Técnicas Moleculares  
 
O isolamento de vírus entéricos, em amostras ambientais, por métodos 
tradicionais de rotina é dificultado pela necessidade, por parte dos 
microrganismos, da presença de compostos específicos para o seu 
desenvolvimento, faz-se então necessária a utilização de métodos de diagnóstico 
molecular, uma ferramenta de extrema importância na detecção, de forma rápida 
e eficaz, de um agente etiológico (Yang & Rothman, 2004; Moraes Tavares et al, 
2005).  
Durante o estágio no LADTV tive a oportunidade de realizar um 
treinamento em métodos moleculares para o diagnóstico laboratorial, de 
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incrementar minha experiência com a reação em cadeia da polimerase (PCR) 
convencional e expandir meus conhecimentos sobre diferentes protocolos de 
extração de amostras ambientais e clínicas.  
  
3.3.1. Diagnóstico Molecular do Vírus das Hepatites A   
 
As técnicas de diagnóstico molecular para detecção de HAV são 
empregadas em amostras de água (ambiental) recebidas pelo LADTV. As 
amostras são oriundas de coletas realizadas pela Vigilância Sanitária do estado 
do Rio de Janeiro, ou outras secretarias em todo o território nacional, e 
encaminhadas ao laboratório. São provenientes de coletas domiciliares para o 
monitoramento de água de consumo ou de coletas para investigação de surtos de 
afecções hepáticas inflamatórias com suspeita de transmissão entérica.  
As amostras ambientais são recebidas pelo LADTV em recipiente 
devidamente esterilizado de forma a evitar 
contaminações, ou, preferencialmente, em frascos âmbar, disponibilizados pelo 
Laboratório de Virologia Comparada em Ambiental (LVCA)1  para os agentes da 




Figura 11. Frasco âmbar disponibilizado, pelo LVCA, para agentes da vigilância sanitária 
do estado do Rio de Janeiro para investigação de surto de hepatite A. Fonte: FIOCRUZ, Rio de 
Janeiro, 2018.  
  
O processo de concentração das amostras se dá 
segundo Procedimento Operacional Padrão (POP) desenvolvido a partir da ISO 
15216-1 (2017)2 e adaptado para a rotina do laboratório. O protocolo determina a 
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coleta de um volume de 2 litros da amostra, o qual passa por um processo 
de filtração em equipamento próprio com uma membrana de celulose (Milipore®) 
cujos poros captam partículas presentes na amostra, incluindo o HAV. Como 
resultado final, obtém-se um concentrado de 2 mL que será submetido às 




Figura 12. Membrana em Ester de celulose Milipore
®
 (A). Equipamento de 
concentração de água (B). Fonte: FIOCRUZ, Rio de Janeiro, 2018.  
 
 
A extração do genoma do HAV a partir de amostras ambientais se dá 
através da utilização de Kit comercial de acordo com as recomendações de uso 
do fabricante. Para as amostras de água foi empregado o QIAamp Viral RNA Mini 









1  O Laboratório de Virologia Comparada e Ambiental do Instituto Oswaldo Cruz atua 
como Serviço de Referência para Rotaviroses, na resolução de surtos de gastroenterites virais 
através da análise de água e alimentos possivelmente contaminados.   
 
2  ISO 15216-1:2017 – Microbiology of the food chain – Horizontal method for 
determination of hepatitis A vírus and norovirus using real-time RT-PCR – Part1: Method for 




Figura 13. Kit QIAamp Viral RNA Mini Kit – Quiagen
®
 (A). Fonte: Gentech Bio, 2018).  
  
 
3.3.1.1. Reação em cadeia da polimerase (PCR)  
 
A reação em cadeia da polimerase, técnica desenvolvida em 1985 
(Saiki et al, 1985; Mullis et al, 1986), se trata de uma reação enzimática na qual 
se obtém milhões de cópias de uma sequência de AN, a partir de pequenas 
sequências específicas de DNA ou RNA (Gandra et al, 2008).   
Prepara-se um mix de componentes necessários para construir um 
ambiente ideal para a ação enzimática. Trata-se da utilização de uma molécula 
molde de DNA que, em condições ideais e submetida a repetidos ciclos de 
variação de temperatura, propicia a formação de milhões de cópias da região 
alvo. 
O genoma RNA do HAV torna necessária a síntese de uma molécula 
complementar ao RNA, uma fita de DNA complementar (cDNA) - produzida com a 
ação da enzima catalizadora Transcriptase Reversa (RT) - que será utilizada 
como molde para a PCR (Bottino, 2015).  
A partir do RNA extraído, foi feita a síntese do cDNA com o iniciador 
(primer) randômico C1181 (Promega®). A utilização do primer randômico melhora 
o rendimento da reação por permitir maior número de combinações das bases 
nitrogenadas que se ligam a qualquer região do RNA (Bottino, 2015).  
Para obtenção do cDNA utiliza-se, para obtenção do volume final de 
25µL, a mistura de 12,5µL do RNA extraído + 12,5µL da solução contendo 5x 
First-Strand buffer, 3,5 mM DTT, 0,2 mM de cada dNTP, 0,6 mM de Random 
Primer C1181 (Promega®), 0,6 mM de RNAse Out e Superscript III-RT 
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(Invitrogen® Life Technologies). O mix de reação foi levado ao termociclador 
(Eppendorf®): desnaturação a 25°C por cinco minutos; hibridização a 50°C por 60 
minutos e extensão dos oligonucleotídeos a 70°C por 20 minutos. O cDNA obtido 
foi estocado a –20°C (Figura 14). 
 Para detecção do genoma do HAV, o cDNA obtido é submetido a um 
primeiro round de PCR. As reações compreenderam volume final de 25 μL, 
contendo 1,25x Tampão para PCR (Buffer), 3,75 mM MgCl2, 0,25 mM dNTP, 0,5 
pmol/µL de cada oligonucleotídeo iniciador (Quadro 2)  HAV-F6 (5´- CTA TTG 
AGA TTG CAA ATT AYA AT – 3’) e HAV-F7 (5´- AAY TTC ATY ATT TCA TGC 
TCC T – 3’); (de Paula et al., 2002), 0,125 U/µL de Platinum Taq DNA polimerase 
em amplificação do tipo host-start e utilizados 5μL de cDNA anteriormente 
sintetizado. 
Os primers usados, descritos em literatura, amplificam o segmento da 
junção VP1/2A do genoma do HAV, as sequências dos mesmos se encontram no 
Quadro 2 (de Paula et al, 2002). 
As reações foram submetidas ao termociclador, protocolo descrito em 
de Paula et al, 2000: desnaturação inicial a 94°C por quatro minutos; 30 ciclos 
com desnaturação a 94°C por 30 segundos; hibridização a 40°C por 30 segundos 
e extensão dos oligonucleotídeos a 72°C por um minuto. Após o fim dos 30 ciclos, 
os tubos foram incubados por sete minutos a 72 °C e permaneceram a 4 °C até a 
retirada do termociclador. Para cada reação foi incluído um controle negativo 
(água Mili-Q estéril), de forma a obstar resultados falso positivos, e uma ou mais 
diluições do HAV isolado em cultura de células como controle positivo.  
 
 Quadro 4 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para detecção do genoma do Vírus 
da Hepatite A com o tamanho de seus produtos. 
 
Primer Sequência Posição Tamanho 
HAV F61 5’ - CTA TTG AGA TTG CAA ATT AYA AT – 3’ 2897 391 pb 
HAV F71 5’ – AAY TTC ATY ATT TCA TGC TCC T – 3’ 3288 391 pb 
HAV F82 5’ – TAT TTG TCT GTY ACA GAA CAA TCA G – 3’ 2949 243 pb 
HAV F9 5’ – AGG RGG TGG AAG YAC TTC ATT TGA – 3’ 3192 243 pb 
1 
Iniciadores da PCR; 
2
 Iniciadores da Nested–PCR/ Y = C ou T/ R = A ou G. 
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Para melhorar a especificidade e sensibilidade da reação, o segmento 
genômico amplificado no primeiro round de PCR, de forma abrangente, é 
submetido a uma nova reação para amplificação da sequência alvo, utilizando 
primers internos à primeira reação (Carr, et al, 2010), por serem realizadas duas 
reações separadas denominamos essa etapa de semi-nested PCR. 
 Para a reação de semi-nested PCR, o mix de reação compreende 
volume final de 26μL, contendo 1,04x PCR Buffer, 3,125 mM MgCl2, 0,208 mM 
dNTP, 0,417 pmol/µL de cada oligonucleotídeo iniciador (Quadro 2)  HAV-F8 (55’ 
– TAT TTG TCT GTY ACA GAA CAA TCA G – 3’) e HAV-F9 (5’ – AGG RGG TGG 
AAG YAC TTC ATT TGA – 3’); (de Paula et al., 2002), 0,104 U/µL de Platinum 
Taq DNA polimerase em amplificação do tipo host-start e utilizados 2μL do 
produto da PCR 1. 
As reações são submetidas ao termociclador, protocolo: desnaturação 
inicial a 94°C por quatro minutos; 40 ciclos com desnaturação a 94°C por 30 
segundos; hibridização a 40°C por 30 segundos e extensão dos oligonucleotídeos 
a 72°C por um minuto. Após os 40 ciclos, os tubos são incubados a 72 °C por 
sete minutos e permanecem a 4 °C até a retirada do termociclador. 
 
 
Figura 14. Termociclador Eppendorf
®
 em funcionamento. Fonte: FIOCRUZ, Rio de 






3.3.1.2. Eletroforese em gel de agarose  
 
 Os amplicons (produtos das reações anteriormente descritas) são 
submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5%. Trata-se da separação dos 
fragmentos de DNA por meio de enzimas de restrição (Fritsch & Maniatis, 1989; 
Bottino, 2015). As amostras são aplicadas a pequenos poços feitos no gel de 
agarose, junto a um marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen®), o gel é 
posicionado em uma cuba com tampão TAE 1x e é sujeitado a corrente elétrica 
(100V). Os fragmentos de DNA migram junto à corrente elétrica para o polo 
positivo da cuba e são retidos em diferentes alturas na agarose, formando 
“bandas”, que são visualizadas em transiluminador de ultravioleta, devido a serem 
coradas com brometo de etídio, substância que emite fluorescência quando 
exposta à luz ultravioleta (Fritsch & Maniatis, 1989; Bottino, 2015). Durante a 
confecção do gel de agarose 1,5% é acrescido 0,05µL de brometo de etídio para 
cada mL do meio ainda líquido. O marcador de peso molecular (Ladder), marca a 
agarose em diversos pontos, assumindo o aspecto de escada, nos permitindo 
comparar em que altura da agarose está a banda e saber o tamanho do 
fragmento obtido. Para o HAV, o tamanho do fragmento esperado, após a reação 
de semi-nested PCR, é de aproximadamente 243 pb (Quadro 2, Figura 15). 
 
 
Figura 15. Resultado do gel de agarose 1,5% contendo controles positivos para HAV 








3.4. Casuística  
 
Durante o estágio a pesquisa de HAV foi realizada, por PCR 
convencional, em nove amostras de água, oriundas da vigilância sanitária e 11 
amostras de tecidos de mexilhão, oriundas de um projeto de pesquisa de outro 
laboratório em parceria com o LADTV (Tabela 1).  
Tabela 1. Amostras processadas para hepatites virais de transmissão entérica pela 
técnica de diagnóstico biomolecular PCR no Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em 
Virologia (IOC/Fiocruz), Rio de Janeiro, Agosto a Outubro de 2018. 
 
PCR convencional N° de amostras 
Amostra ambiental (água) 9 
Amostra ambiental (mexilhões) 11 
Controles (positivo e negativo) 12 
Total 32 
 
Das nove amostras, de água, testadas para hepatite A, três foram 
positivas, seis negativas. Os resultados das amostras de mexilhão não serão 
descritos, uma vez que integram uma tese ainda não publicada.  
   
  
4. CONSIDERAÇÔES FINAIS  
  
A infecção por HAV é muito antiga e vem a muito afetando populações 
(Hollinger, 1994; Reuben, 2002; Fonseca, 2010). As melhorias sanitárias e 
socioeconômicas que vêm acontecendo mundialmente associadas a vacinações 
em massa da população em alguns países têm conduzido uma mudança no perfil 
epidemiológico da doença causada por esse agente (Lemon et al, 2018). 
Diferentemente de outros vírus, o declínio da endemicidade desse agente tem 
levado ao aumento da população susceptível e ao desenvolvimento de quadros 
mais severos da doença (Lemon et al, 2018). No Brasil, começa a ser observada 
a mudança no comportamento da doença, dados epidemiológicos confirmam a 
diminuição da incidência de infecção em crianças (< 10 anos), após a introdução 
da vacina HA no Calendário Vacinal. Os dados também indicam uma queda da 
ocorrência de casos na maior parte do território nacional (Brasil, 2018).  Estudos 
recentes têm esclarecido cada vez mais aspectos como estrutura, replicação viral, 
evolução, patogênese, dentre outros, contudo, ainda são necessários novos 
dados acerca do novo perfil clínico e epidemiológico, adequação dos programas 
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vacinais, desenvolvimento de novas metodologias tanto para o controle, quanto 
para a identificação da doença, uma vez que a infecção por HAV ainda é muito 
subnotificada.  
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